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Beschreibung 

[0001] Dievorliegende Erfindungbeirifftallgemein das Gebietder Herstellung proteinoserSubstanzen in pflanzliehen 
Materialien. Insbesondere betrifft die Erfindung ein neues Verfahren zur Herstellung gewiinschter proteinoser Sub- 
s stanzen in Mooeen. 

[0002] Die Verwendung biotechnologischer Verfahren zu Produktionszweliken stellt fur den Menschen eine bedeu- 
tende Mogliclikeit dar, Substanzen zu produzieren, die auf anderem Weg, z.B. durch cliemisclie Syntliese, gar nicht 
bzw. niciitwirtschaftlich tierzustellen sind undals RohstoffeinderNaturnichtlnausreichenden Mengen zurVerfiigung 
stehen. Obwoiil mehr als 10.000 Sekundarmetabolite aus Pflanzen bekannt sind, werderi nur wenige dieser Verbin- 

'0 dungen mit Hilfe von pflanzliehen Zellkulturen In technischen MaRstaben gewonnen. Bei diesen Substanzen handelt 
es sjch In erster Linle urn Sekundarmetabolite, die pharmazeutische Wirkungen zelgen. Belsplelhaft selen hler a) Ber- 
berln (Produktlon Im 4000 1-Mal3stab)mltbakteriostatlscherund funglzlderWIrkung (Y. Fujitaund M. Tabata, in: Plant 
tissue and celt culture, plant science; Vol. 3, S. 169, C.E. Green et ai. (Hrsg.), A. R. Uss Inc., New York (1987)), b) 
Shlkonin (750 1-MaRstab) mit antiblotischer und entziindungshemmender Wirkung (M. Tabata und Y. Fujita, in; Bio- 

.15 technology in plant science; S, 207-218, P. Day et ai. (Hrsg.), Academic Press, Orlando (1985)), und c) Pacirtaxei 
(75000 1-MaBstab), besser bekannt als Taxol, mit Antitumotwirkung (M. Jaziri et a!., Taxussp. cell, tissue and organ 
cultures as alternative sources fortaxoids production: a literature survey. Plant Cell Tiss. Org. Cult., 46, S. 59-75(1996)) 
genannt. 

[0003] Ein weiteres wichtiges blotechnoiogisches Verfahren, bsi dsm pflanzliche Zellkulturen genutzt werden, stelll 
so die Biotransformation von DIgltoxIn in Digoxin, ein Herz- und Krelslaufmedlkament, dar. Diese stereospezifische Hy- 
droxylierungsreaktion gellngtmithohen Ausbeuten in Bioreaktorkulturen von Digitalis lanata{E. Reinliard und W. Krels, 
Kultlvlerung von pfianziichen Zellen im Bioreaktor, Bio. Engin,, 5, S. 135-136 (1989)). Eine aktu^le und umfangreiche 
Ubersichtder Verwendung pflanzllcher Zellkulturen In der Biotech nologlefindet sich bei H.-P. Muhlbach, Use of plant 
ceil cultures in biotechnology, Biotechnol. Annu. Rev., 4, S. 113-1 76 (1998). 
25 [O0O4] Die Entwickiung von genetischen Transformatlonsmethoden fOr liohere Pflanzen zu Beginn der 80er Jahre 
machte es moglich, die Produktivitat von Pflanzen fur bestimmte sekundare Inhaltsatoffe durch Transfonnation der 
Gene fur bestimmte Schlusselenzyme der entsprechenden Stoffwechselwege deutlich zu erhohen. Neben der Ver- 
wendung transgenervollstandiger Pflanzen wurden auch pflanziicheZeilkulturen genutzt. BeispieihaftsGi hler die Uber- 
expresslon elner bakterlellen Lyslndecarboxylase In transgenen Wurzelhaarkulturen von Nicotiana tabacum genannt, 
30 die 2U einer Erlidhung der Ausbeuten der biogenen Amine Cadavertn und Anabastn um das bis zu 1 4-fache fuhrte (J. 
Berlin et al., Genetic modification of plant secondary metabolism; Alteration of product levels by overexpression of 
amino acid decarboxylases, in: Advances in Plant Biology, Studies in Plant Science, Vol. 4, S. 57-81, D.D.Y. Ryu und 
S. Furasaki (Hrsg.), Elsevier, Amsterdam (1994)). 

[0005] Durch die Moglichkeit des DNA-Transfers In Pflanzen wurden allerdings nictit nur quantitative und qualitative 
35 Varanderungen von Pflanzeninhaltssto'fen moglich. Pflanzen und pflanzliche Zellkulturen wurden dartiber hinaus fur 
die Herstellung heterologer Proteins interessant (A.S. Moffat, High-Tech plants promise a bumpercrop of new products, 
Science 256, S. 770-771 (1992)), woiaei im wesentllchen zwel unterschledllche Ansatze gewahlt wurden. 
[0006] Der eine Ansatz beinhaitet die Produktion heterologer Proteine in transgenen vollstandigen Pflanzen. Neben 
der Produktion von Antikorpern in transgenen Tabakpfianzen (J.K.-C.Ma et al.. Generation and assembly of secretory 
40 antibodies in plants. Science 268, S. 716-719 (1995)) wurde die Expression und richtigeProzesslerung von humanem 
S^malbumin sowohl in transgenen Tabak- als auch in Kartoffelpflanzen beschrieben (P.C. Sijmons et al. , Production 
of correctly processed human serum albumin in transgenic plants, Bio/Techn., 8, S. 217-221 (1990)). Ebenfalls in 
transgenen Tabakpfianzen wurde der humane epidemnale Wachstumsfaktor (tiEGF) exprlmiert (A.-H. Salmanian et 
al.. Synthesis and expression of the gene for human epidermal growth factor in transgenic potato plants, Biotechnol. 
« Lett., 18, S. 1095-1098 (1996)). Aber auch andere Pflanzen wurden verwendet. Die Produktion von Leu-Enkephaiin 
wurde erfolgreich mit Arabidopsis thaliana und Brassica napus durchgefuhrt (E. Krebbers und J. Vandekerckhove, 
Production of peptides in plantseeds, Tlbtech., 8, S. 1 -3. (1 990)}. Ferner wurden transgene Vigna unguiculata Pflanzen 
fiir die Expression von Chimaren Viruspartikein, die als Vaccine dienen, verwendet (K. Dalsgaard et al.. Plant-derived 
vaccine protects target animals against a vtral disease, Nat. Biotech., 15, S. 248-252 (1997)). 
50 [0007] Ein grundsatzllcher Nachteil bei der Venwendung vollstSndlger Pflanzen wie der oben beispielhaft beschrier 
benen liegl in der Notwendigkeit ihrerzeitaufwendigen und kostenlntensiven Kultlvlerung sowie in der fiir industrlelle 
ProduktionsmaSstabe erforderlichen groBdimenslonierten AnbauflSche. DarQberhinaus erfordert die Aufrelnigung der 
gewunschten Zielsubstanzen aus vollstandigen Pflanzen in der Regel komplexe Verfahrensschritte, insbesondere 
dsnn, wenn an die Beschaffenheit und Qualitat der Produkte hohe Anforderungen gestellt werden, wie es bei phar- 
os mazeutisch Oder ernahrungsphysiologisch einzusetzenden Substanzen der Fall ist. 

[0008] Im zweiten Ansatz wurden transgene Tabakzellkulturen fiir die Produktion von Antikorpern genutzt. Beschrie- 
ben ist beispielsweise die Expression von Antikorpern und deren Sekretion ins Medium (N.S. Magnuson et al.. Enhan- 
ced recovery of a secreted mammalian protein from suspension culture of genetically modified tobacco cells, Prot. 
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Expr. Pur, 7, S. 220-22B (1 996)). Da die Aufreinigung hetwoioger Proteine aus Zellen einen hohen Aufwand erfordert, 
stellt die Sekretion des Zieiproteins In das Medium eine deutlichs Verbssssrung dar. Darubsr hinaus sprschen auch 
SiclierheitB9spel<te ffir die Produlflion rekombinanter, phaftnazeLrtisch reievanter Protetne in Zeilkulturen, da dietrans- 
genen Pflanzenzellen aussclilie(3iicii in Bioreaktoren kultiviert wetxden konnen und nicht freigesetzt warden mussen. 
s Die Entwicklung von Bioreaktoren fiir lieterotropiie pflanziiche Zeilkulturen in grolBeren MaBstaben (z.B. M.L. Shuier 
et al., Bloreactor engineering as an enabling technology to tap biodiversity: Tine case of taxoL, Ann. N. Y. Acad. Sci., 
745, S. 455-461 (1 994)) maclite die notwendige Massenkuitur moglich. 

[0009] Die grundsatzlichen Nachteile dieses zweiten Ansatzes unter Verwendung pflanzlicher Suspensionskuituren 
liegen in der geringen Wachtumsrate, der relativ iangsamen Bildung von Sekundarmetaboliten, der Hemmung der 

10 Produktbildung bei hohen Zeiidichiten mit der Foige einer geringen voiumetrisciien Produktlvitftt, der Bildung von Ag- 
gregaten und Zellwandbestandteilen, sowie in der erhohten Ssnsitivitat der Zellsn gegenQberScherkraften. Ferner 1st 
zu berack8lchtigen,da3 bei Verwendung heterotropher Zeilkulturen stets komplexe Medien miteinerVieizahlz.T.teurer 
Inhallsstoffe bereitgestellt werden mOssen. Als gravierendster Nactiteil ist jedoch das Auftrsten somaklonalsr Varia- 
tionen In pflanzllchen in vitro Zeilkulturen zu nennen, was zu quantltativen und qualitativen Veranderungen in der 

IS Produktion heterologer Proteine fuhrt (s. z.B. M.G.K. Jones und K. Lindsey, Plant biotechnology, in: Molecular biology 
and biotechnology, J.M. Walker und E.W. Gingold (Hrsg.), 2.Aufl., Royal Soc. of Ciiem., Burlington House, London 
(1988)). Insbesondere im Zusammeniiang mit der Herstellung von Pharmazeutika und anderen gewunschten Sub- 
stanzen, deren betiordlictie Zulassung eine veriaBliche Qualitatssiciierung sowie ein standardisiertes Hersteilungs- 
verfahren fordert, ist eine Heterogenitat der g^iideten Produkts und ihrer funktioneilen Eigenschaften nicht hinnehm- 

20 bar. 

[0010J DieAufgabedervorilegendenErflndungiiegtdainerinderBereilsteilungeinesVOTliahrBnszurstandardisierten 
Herstellung heterologer protelnOser Subsi^nzen in pflanzlk:hen Materiaiien, mit wdciiem sowolii die beschriebsnen 
Nacliteiie der Verwendung vollstandlger Pflanzen als auch die Nachteile der Venwendung von Zellkultursystemen im 
wesentlichen beseitigt werden. 

25 [0011] ErfindungsgemaB wird diese Aufgabe gelost durch die Bereitsteiiung eines neuen Verfahrens zur Herstelfung 
heterologer proteinoserSubstanzen in pfianzlichen Materiaiien, bei demvollstandigdifferenzierteMoospflanzen unter 
Standardbedingungen kultiviert werden und die Gewinnung der hergestellten proteinosen Substanzen aus dem Kul- 
turmediunn im wesentiichen ohne Aufbrechen der produzierenden Gewebe oder Zellen erfolgt. 
[0012] Der vorliegend venwendete Begriff "proteinose Substanz" umfalit Peptide, Polypeptide sowie Proteine als 

30 auch Fragmente derselben, welche insbesondere fiir diagnosttsche, klinische, pharmazeutische und ernahrungsphy- 
siologische Zwecke geeignet sind. UmfalSt sind ferner solche Molekule, die uber peptidische Kndungen verfugen und 
von pflanzlichem Material translatiert werden. 

[0013] Nach einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegsnden Erfindung wird die gewQnschte heterologe pro- 
teinose Substanz in ihrer biologisch aktiven Form in das Kullurmedium freigesetzt. 

3s [0014] Im Rahmen dervorliegendenBeschreibungbedeutet der Begriff "biologisch aktiv",daB die mit diesemAttribut 
versehenen Zielsubstanzen iiber die fiir den jeweiligen Verwendungszweck gewunschten oder erforderlichen funktio- 
neilen Eigenschaften verfQgen, Ist beispielswelse die Herstellung von Antikotpern gewunscht, so Ist das produzierte 
Protein bzw. ein funktionelles Fragment desselben biologisch aktiv, wenn es in der Lage ist, die enwartete spezifische 
Bindung zum Antigen auszubilden. Fur den Fachmann ist klar, daI3 man hierfur nicht immer das vollstandige Protein 

40 benotigtsondsrn nach Epitopen oder niedermolekularen Strukturen suchen kann, welche die beabslchtigte biologische 
Aktivitat bzw. Funktionalitat sichersteilen. Ein Enzym ist beispielswelse biologisch aktiv, wenn es in dsr Lage ist, sein 
Zielsubstrat umzusetzen. 

[0015] Nach einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das pflanziiche IWaterlal in Form von 
vollstandigen Moospflanzen in einem Kultumedium kultiviert, welches im wes^tiichen frei von Zuckern, Vitaminen 

■*5 und Phytohonrionen bzw. funktioneilen Fragmenten derselben ist. 

[0016] Das erfindungsgemaBe Verfahren bietet die Mogllchkeit der Kultivierung vollstandiger ausdifferenzierter 
Pflanzen unter standard isierbaren photoautotrophen Bedingungen, d.h, ohne das Erfordernis des Zusatzes von Zuk- 
kern, Vitaminen und Phytohomrtonen und dergleichen, wis es bei den Im Stand derTechnik bekannten heterotrophen 
Suspenslons-Zellkultursystemen gefonlert wird, Aufgnjnd der Verwendung eines kostengunstigen und einfachen Kul- 

50 turmediums werden die Schritte zur Gewinnung und Aufreinigung der gewunschten Zielsubstanzen erheblich verein- 
facht. 

[001 7] Das im erf indungsgemaBen Verfahren einzusetzende pflanziiche IVIaterlal Ist votzugsweise eine vollstSndlge 
Moospflanze, ausgewahit aus derGruppe bestehend aus Laubmoosen und Lebeimoosen, wobei Spezies aus den 
Gattungen Physcomitreila, Funaiia, Sphagnum und Ceratodon, bzw. Marchantia und Sphaerocarpos besonders be- 
5s vorzugt eingesetzt werden. Am meisten bevorzugt wird das erf indungsgemaBe Verfahren unter Verwendung des Laub- 
mooses Physcomitreila patens durchgefiihrt. 

[0018] Nach einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform kodiert das zur Transforniation venwendete Nukleinsau- 
rekonstfukt nicht nur die gewQnschte proteinose Substanz sondern auch ein Transit-Peptid fiir die Freisetzung der 
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Substanz aus der Wirtszelle in das Kutturmedium. Jegllche dem Fachmann bekannte autologe und heterologe Nukle- 
insauresequenzensindertindungsgamaSeinsetzbarundkernen zurSchaffung einerExpressionskassettezurTrans- 
formatiort dss Produzenten-Qewebes Verwendung finden. Besonders bevorzugt jst die Verwendung von Signalpepti- 
den fur das endopiasmatische Retikuium oder den zellularen Transport. 

5 [0019] Diezur vorliegenden Erfindung durchgefuhrten Arbeiten zeigen, dal3 das furZellkulturen oben beschriebene 
Problem der somaklonalen Variation in photoautotroplien Fiusaigkuituren von Laubmoosen nicht existrert. Ferner bie- 
ten dieerfindungsgemal? verwendeten Moose gegeniiber anderen Systemen den Vorteil einerkiaren Abfolge genau 
dGfinisrterDifferenzierungsschritte(Chloron6ma,Caulonema< Knospen, Gametoplioren), die durcli Zugabevon Pflan- 
zenhormonen (Indoi-S-Essigsaure induziertdie Caulonemabiidung, Isopentenyl-Adenin die Bildungvon Knospen) be- 

10 einfluBbar sind (s. z.B. N.W. Ashton et al., Anaiysis of gametophytic developnnent in the moss, Physcomitrella patens, 
using auxin and oytokinin resistant mutants, Pianta, 144, S. 427-435 (1 979)). Eine gezielte dlfferenzierungsspezifisctia 
Expression heterologer Proteine in Bioreaktorkulturen wird somit ennoglicht, wobei eine sich synohron teilende neine 
und damit Inomogene Chloronema-Kuituraufgrund ihrer kontrollierbaren, glelchmaBigen Protelnproduktion im Biors- 
aktor und ihrer Eignungzur Verwendung homnonabhangigeroderdifferenzierungsspezificherPromotoren erfindungs- 

is gernaB besonders bevorzugt geeignet ist. 

[0020] Insbesonderefiirdie Produktion von Proteinen, die eine kurze Haibwertszeit haben odercytoEoxisohe WIrkung 
besitzen, ist neben einem solctien Expresstonssystem erfindungsgemaI3 auch ein induzierbares Promotorsystem ver- 
wendbar, wobei der 1'-Promotoraus Agrobakterium tumefaciens besonders bevorzugt verwendet wird. 
[0021] Die erfindungsgemaB vorgeschiagene Kultivierung von Moosen fiir die Produktion heterologer Proteine unter 

20 wirtschaftllchen Gesictitspunkten kann beispielsweise unter Venwendung von Physcomitrella in GroBenordnungen von 
20 w\ Qber 6 1 bis zti 1 0 1 Voiumina oder meiir in Schuttelkulturen oder mit Luft begasten Glasgefal3en erfolgen (s. z. 
B. R. Reski, Zsil- und moiekuiarbiologische Untersucliungen dercytokinin-induzierbaren Gewebedifferenzierung und 
Chioropiastenteiiung bel PhyscomKrella patens {Hsdvi.) B.S.G., Dissertation, Universitat Hamburg (1 990)), Da es sich 
iiierbei urn die Kuitur differenzierter, pliotoautotropher Pfianzen handeit, mtissen dem Medium weder Pflanzenhormo- 

25 ne, noch Vitame, noch Zucker hinzugefugt werden. Die Kosten sind im Vergleich zu den komplexen Medien, die z.B, 
fiir tierisctie Zelikuituren benotigt werden, um den Faktor 100 geringer. ErfindungsgemaB iiat sicti gezeigt, daB die 
Ausbeute an bioiogiscli aktivem tieterologen Protein im Kultunnedium in Gegerrwart von PVR um das 35faclie gestei- 
gert werden kann, weshaib die Verwendung von PVPimKulturmedium imerfindungsgemaBen Verfahren bevorzugt ist. 
[0022] Detaiilierte Angaben fiber die Kuitivierung weiterer erftndungsgemaS geeigneter Laubmoose wie beispieis- 

30 weise Leptobryum pyriforme und Sphagnum magellanicum in Bioreaktoren sind im Stand derTechnik besclirieben [s. 
z.B. E. Wlibert, BioteciinologischeStudien zurMassenkuiturvon Moosen unter besondererBerucksichtigung des Ara- 
chidonsaurestoffwechseis, Dissertation, Universitat Mainz {1991); H. Rudoiph und S. Rasmussen, Studies on secon- 
dary metabolism of Sphagnum cultivated in bioreactors. Crypt. BoL, 3,3.67-73(1992)). ImRahmen der vorliegenden 
Erfindung besonders bevorzugt Ist die Venwendung von Physcomitrella, Insbesondere, da alie gangigen molekularbio- 

3S iogischen Techniken fiir diesen Organismus etabliert sind (Ubcrsiclit bei R. Reski, Development, genetics and mole- 
cular biology of mosses, Bot. Ada, 111, S. 1-15 (1998)). 

[0023] Fiir die biotschnoioglecheNutzung von P/iyscom/fra/fazur Produktion heterologerProtelnewurden geelgnete 
Transformatlonssystemeentwickelt. ErfolgreicheTransfomiationen wurdenbelsplelsweisemit der "Particle gun" durch 
den direfcten DNA-Transfer In Protonemagewebe durehgefuhrt. Ebenfalls erfolgreich war der PEG-vermiltelte 
40 DNA-Transfer In Moo^rotopiasten. Dlesc Transfotmatlonemethode wurde fOr Physcomitrella metirfach besctirieben 
und fiihrt sowohl zu transienten als auch zu stabllen Transformanten (s. z.B. K. Reutter und R. Reski, Production of a 
heterologous protein fn blonsactor cultures of fully differentiated moss plants, PI. Tissue culture, @ Biotech., 2, S. 
142-147 (1996)). 

[0024] Obwoht die vorllegende Erfindung grundsatzfich zur Herstellung jedweder proteinoser Substanzen geeignet 
45 1st, wird nachfolgend die Herstellung eines pharmazeutisch relevanten Proteins am Beispiel des tiumanen "Vascular 
Endothelial Growth Factor" (VEGF) dargestellt. 

[0025] Der VEGF wurde erstmals von N. Ferrara und W.J. Henzel isoliert (Pituitary follicular cells secrete a novel 
heparin-binding growth factorspecificforvascular endothelial cells, Biochem. Biophys. Res. Commun., 1 61 , S. 851 -858 
(1 969)) ufid als Regulationsfaktor fiir die kontroliierte Angiogenese und Endothelzellteilung unter normalen physlolo- 

so gischen Bedingungen charakterisiert (N. Ferrara et al.. The vascular endothelial growth factorfamily of polypeptides, 
J. Cell. Biochem., 47, S. 211-218 (1991)). Sle konnten ebenfalls zeigen, daB dieser Wachslumsfaktor sehr spezlfisch 
auf vaskulare Endothelzellen wirkt und fur andereZelltypen Inaktiv Ist. Der VEGF ist ein uber DIsulfldbrijcken verknupf- 
tes homodimeres Glykoprotein. Vier verschiedene Fomrten des humanen VEGF sind bekannt. Die vier Isoformen sind 
121 , 165, 1 89 und 206 Aminosauren lang und entstehen durch alternatives SpielBen der VEGF-RNA. VEGFjog wurde 

S6 nur in einerfetalen Leber cDNA nachgewiesen, wogegenTranskriptevon VEGF^g^, VEGF^es und VEGF^gg in vielen 
Tumorzellen und Tumorgeweben detektiert werden konnten. Alle VEGF-lsofomien besitzen Leadersequenzen fiir die 
Sekretion, aber nur die beiden kislnstsn Fomien werden effektiv sekretiert (s. z.B. G. Martiny-Baron und D. Marme, 
VEGF-mediated tumor angiogenesis: A new target for cancer therapy, Curr. Opin. Blotechnol., 6, S. 675-680 (1996)). 
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[0026] Sowohl fOr die Entwicklung und Vettesserung bestehenderTumor-Therapieansatze als auch tQrdle Charak- 
terisierung des VEGF wurden und werden entsprec^ende Mengen des VEGF benotigt. Zu Beginn derzur vorllegenden 
Erfindung durchgefuhrten Arbeiten warausschlieBlidi die rekombinante Produktion des VEGFmittels des BatDulovinis- 
Expressionssystems in insektenzellen beschrieben (z.B. B.L. Fiebich et al., Synthesis and assembly of functionally 

s active human vascular endothelial growth factor homodlmers in Insect cells, Eur. J. Biochem., 211 , S. 1 9-26 (1993)). 
Als weitere Produktionsorganismen kamen Sacoharomyces cBrevisiae{S. Kondo et al„ The shortest isoform of human 
vascular endothelial growth factor/vascular permeability factor (VEGFA'PF^gi) produced by Saccharomyces cerevisiae 
promotes both angiogenesis and vascular permeability, Blochim. Blophys. Acta, 1243, S. 195-202 (1 995)), die Hefe 
Pichla pastoris (D. Mohanraj et al.. Expression of biologically active human vascular endothelial growth factor in Yeast, 

10 Growth factors, 12, S, 1 7-27 (1995)) und Escherichia co//(G. Siemeister et al.. Expression of biologically active Isofomns 
of thetumor angiogenesis factor VEGF In Escherichia coli, Biochem. Biophys. Ros. Commun., 222, S, 249-255 (1 996)) 
hinzu. MIt alien rekombinanten Systemen konnte tolologisch aktiver VEGF produziert werden. Das E. coli Expressl- 
onsystem erfordert jedoch einen hohen Aufwand filr die Aufreinigung und Rekonstitutlon des Proteins, da es In "Inclu- 
sion-Bodies" verpackt wird, 

■15 

Beispiele 

Zusammenfassung 

20 [0027] Mit der Etabllerung steuerbarer Massenkulturen von Physcomitrella patens (Reutter und Reski, a.a.O.) sowie 
von IWethoden des DMA-Transfers In das Laubmoos Physcomitrella patens {K. Reutter, Expression heterologer Gene 
in Physcomitrella pateris (Hedw.) B.S.G., Dissertation, Universitat Hamburg (1 994)) waren die Grundvoraussetzungen 
fUr eine blotechnologische Nutzung dieser Pflanze geschaffen. 

[0028] In zunSchst durchgefuhrten Art)eiten wurde anhand von transgenen Physcomitrelta-Llnlen, die aus der Arbeit 
25 von Reutter (a.a.O,, 1 994) slammten, die langfristige Stabilitat der Integration gezeigl. Die Expression der beispielhaft 
hiarfOr eingesetzten heterologen npf II- und gus-Gene konnte auch nach vier Jahren noch nachgewiesen werden. 
[0029] Die Bioreaktorkultur von Physcomitrella wurde optimiert. Es wurde ein Ruhrer entwickelt, der eine Zerkleine- 
rung der Protonemen bewirkt und somit die erforderiiche Homogenitat der Kultur bei konlinuierfichen Umdrehungs- 
zahlen von 300 - 500 rpm gewahrleistet. Hierdurch wurde eine standardlslerte Probenentnahme moglich. Gleichzeitig 
30 wurdedlezugefuhrteLuftgleichmalSigerinderFlussigkuiturverteilt. Unter diesen Bedingungen konnte gezeigtwerden, 
da3 Biomasse- und Proteinentwicklung ohne pH-Regulatlon von au3en gletch verlaufen wie mil pH-Regulation; diese 
istsomituberraschenderweisenicht notwendig. Es konnte unter semikontinuierlehen Bedingungen eine wochentliche 
Biomasseproduktion von 500 mg Trockengewcht bzw. 22 mg Gesamtprotein pro Liter erzielt werden. Das bedeutet 
eine Steigerung der Biomasseproduktion um das fiinffache gegenuber der herkormilichen 5 1 Glaskolbenkullur. Die 
35. Verringerung der Salzkonzentrationen des Knop-Mediums auf eIn Zehntel fOhrte zu ahntichen Werten und somit zu 
einer Koslenreduktion. 

[0030] Die Zugabe von 5mM Ammoniumtartrat beschieunlgte durch VerkQtzung der lag-Phase die Blomasseent- 
wicklung. Mit der Zugabe von Ammoniumtartrat wurdsn gleichzeitig Kulturen erhalten, die fast ausschlieBlich Chloro- 
nemazellen umfaBten. Mit Hilfe derDurchfluBzytometrie konnte fiir diese Kulturen gezeigtwerden, dal3 die Zellen sich 
.40 zu nahezu hundert Prozent in der G2/M-Phase des Zellzyklus befanden. Weitere physiologische Untersuchungen mit 
Auxin sowie Untersuchungen mit den differenzierungsspezifischen Mutanten can^2 und ca/113 bestatigten dieses 
Ergebnis und fuhrten zu dean SchiuB, dal3 sich Caulonemazelien in der iibenwiegenden Zeit in der G1/G0-Phase und 
Chloronemazellen hauptsachlteh In der G2/M-Phase befinden. 

[0031] iUlit dem 1 '-Promoter aus Agrobakterlen wurde ein Promoter auf eine mogliche Induzierbarkeit im Moos un- 
45 tersuchl. Das Gen der p-Glucuronidase (gus) diente als Markergen. In transient transformierten Moosprotoplasten 
(Transformatlonsrate = 3x10-*) konnte nach Induktlon mit 5 |iM lndol-3-Esslgsaure die Expression des gus-Gens be- 
obachtet werden. In den Kontrollen konnte eine Expression in keinem Fall beobachtet werden. 
[0032] Das Gen fiir die 121 Aminosauren groBe SpielBfonn des humanen vascufaran endothelialen Wachstumsfak- 
tors (VEGF121) wurde mit Transformatlonsraten von 0,6x1 0'^ und 3,3x1 0"^ In P/7yscom/fre//a transfeiiert. Hierfur wurde 
50 das Gen hinter den konstitutiven 35S-Promotor und in den fur Pflanzen geeigneten Transfomnationsvektor pRT99 
kloniert. in einem zweiten Ansatz wurde zusatzlich die fur das zugehorige humans ER-Transitpeptid kodierende Se- 
quenz kloniert. Durch Southem-Analysen der ertialtenen stabilen Transformanten konnte die Integration der hetero- 
logen DN A nachgewiesen und die Artder Integration beschrieben werden. Northem-Analysen ergabenfQr diese Trans- 
formanten den Nachweis des nplll- und derbeiden VEGF-Transkripte. DerNachweis der Expression des VEGF^gi in 
55 den IWooszellen konnte mit der indir^en Immunfluoreszenz erbracht werden. Mit Hilfe des Konfokalen Laserscanning 
Mikroskops konnte das Protein eindeutig in den Zellen lokallsiert werden. Diese Untersuchungen ergaben fiir die Trans- 
fomrianten ohne Transitpeptid, dal3 das Protein Insbesondere im Cytoplasma lokallsiert ist. In den Tranformanten, die 
zusatzlich das Transitpeptid fOr das ER enthalten, ist das Protein in den Kernbereichen und In den Spitzenberelchen 
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der apikalen Zellen - Orte mit sehr hohem ER-Anteil - zu finden. Durch die Anwendung von ELISA sowie zweier Funk- 
ttonafitatsstesls auf das aus dem Kulturmedium gewonnene VEGF-Protein konrile die biologisclie Al<tivitat des erfin- 
dungsgemaB hergeatellten heterologen Proteins nactigewiesen werden. 

5 l\/laterial und Methoden: 

[0033] Die verwendeten Chemilcaiien wurden, sofern im Text nicht anders erwalint, in p,a. Qualitat von den Firmen 
Fluka (Neu-Ulm), l^/lerck (Darmstadt), Rotti (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) sowIe Sigma (Deisenhofen) bezogen. 
[00341 Losungen wurden in aufbereltetem, pyrogenfreiem Wasser, im weiteren Text als H2O bezeiohnst, aus einer 

10 Milil-Q Water System Wasseraufbereltungsanlage (Mlllipore, Esctiborn) angesetzt, 

[P035] Rostriktionssndonukleassn, DNA-modlflzlerende Enzyme und molekularbiologlsche Kits wurden von den Fir- 
men AGS (Heidelberg), Amersham (Braunschweig), Applied Biosystems (Weitet^tadt), Biomelra (Gottingen), Boeii rin- 
ger IVIanniieim GmbH (Mannheim), Genomed(Bad Oeynhausen), New England Biolabs (Schwalbach/Taunus), Nova- 
gen (Wladison, Wisconsin, USA), Pharmacia (Freiburg), QIagen (Hllden) und Stratagene (Heidelberg) bezogen. Sie 

'5 wurden, soweit nicht anders erwahnt, nach Herstellerangaben venwendst. 

Vektoren und Konstrukte 

[0036] Das Plasmid pCYTEXP-VEGFi2i ist ein Derivat von pCYTEXPI (TN. Belev et al., A fully modular vector 

20 system forthe optimization of gene expression in Escherichia coii, Plasmid, 26, S. 147-150 (1991)), in dem die cDNA 
des humanen VEGF12, fur die Expression in E. co//" integrisrt Ist. Die cDNA des VEGF121 wird aus pCYTEXP-VEGF^ai 
mit den Restrrktlonsendonucleasen Nde I und Saf /herausgeschnitten, gerslnigt und "blunt end" In dleSmal-Schnltt- 
stellevonpRT101 {R,T6pferetal„Aeelof plant expression vectors fortranscriptionalandtranslatlonal fusions. Nucleic 
Acids Res., 15, S. 5890 (1987)) zwischen den 35S-Pn3motor und die Polyadenylierungssequenz des CaMV kloniert. 

^ Mit H/n dill wird die so erhaitene Kassette wiederum herausgeschnitten und in die H/ndlll Restriktionsschnlttstelledes 
Transformatlonsvektors pRT99 kloniert. pRT99 verfflgt neben einer multiplen Klonierungsstelie uber das Neomyoln- 
phosphotransferase-Gen unter der Regulation des 35S-Promotors und der dazugehorigen Polyadenylierungssequenz 
aus dem CaH/IV (R. Topfer et al., Versatile cloning vectors for transient gene expression and direct gene transfer in 
plant cells. Nucleic Acids Res., 16, S. 8725 (1988)). Dieses Gen vemnitteft in stabil trsnsfomilsrten Pflanzen eine 

30 Resistenz gegen das Antiblotikum G41 8. Die Vermehrung der Plasmide erfolgt in dem Escherichia coli Stamm DHSa 
(J. Sambrook et al., Molecular doning: a laboratory manual, Cold Spring Harlaor Laboratory Press, New York (1989)). 
[0037] Aus dem ursprundlich fQr die Expression dee VEGF^gi in Insektenzellen konstruierten Vektor pVE-121 , der 
zusatzlfch zu der VEGFiji-Sequenz die DNA umfaBt, diefOr das natiirllcheTransitpeptid codiert, welches in tierischen 
Zellsystemen die Sekretion iiber das endoplawnatische Reticulum In dae Medium vermlltelt {Fiebich et al., Synthesis 

35 and assembly of functionally active human vascular endothelial growth factor homodimers In Insect cells, Eur. J. Bio- 
chem., 21 1 , S. 1 9-26 (1 993)), wird die cDNA durch die Restrlktionsenzyme Bam HI und Bgl II herausgeschnitten und 
QberpRT101 In pRT99 kloniert und uberpruft. 

[0038] Das Plasmid pNA201 ist ein Derivat des binaren Vektors pBIIOI (A.R. Jefferson et al., Assaying chimeric 
genes in plants: The GUS gene fusion system. Plant Mol. Rep., 5,S. 387-405 (1987)). Es enthalt als Selektionsmarker 
fiir Pflanzen das nptll-Gen unter dem Nopallnsynthase-Promotor. Das ebenfalls vorhandene gus-Gen wird durch den 
r-Promotor aus Agrobal<terium tumefaciens reguliert. pNA201 eignetslch fur die direkte Transformation von Physco- 
milrella patens. 

Antikorper 

45 

[0039] Es werden zwei verschiedene Antikorper gegen das VEGF-Protein venAfendet. Der erste Antikorper Ist ein 
Kaninchen-Anti-VEGF-Antikorper und gegen ein synthetisches Peptd, welches den Aminosauren 1-20 des natjven 
humanen VEGF entspricht, gerlchtet (Reblch et al., a.a.O. (1993)). Derzwelte Antikorper ist ein monoklonaler, gegen 
das humane VEGF^gi Protein gerlchteter Maus-Antik6rper(R&D Systems, Wiesbaden), 

50 

Pflanzenmaterial 

[0040] Eingesetzt wird der Wildtypstamm des Laubmooses Physcomitella patens (Hedw.) B.S.G., der aus der 
Sammlung des Arbeitsbereiches Qenetik im Inatitut fOr Allgemeine Sotanik der Universitat Hamburg stammt. Er geht 
55 auf den von H.L.K. Whitehouse in Gransden Wood, Huntingdonshire (England) geaammelten Stamm 1 6/14 zuruck, 
der aus einer Spore subkuStiviert wurde. 

[0041] Der Wildtypstamm wird entweder in Flusslgkultur mit Knop-Medium (R. Reski und W.O. Abel, induction of 
budding on chloronemata and caulonamata of the moss, Physcomitreila patens, using iacqjentenyladenlne, Plants, 
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165, S. 354-358 (1985)) Oder auf Knop-Festmedlum mit 1% Oxoid-Agar (Unipath, Basingstoke, England) kuttivierl. 
Dis Fliissigkuftur wird wie bsi Rsski (a.a.O., 1990) beechrieben durchgefuhrt 

Bioreaktorkultur 

5 

[0042] Zur Massenanzucht wird Pflanzenmaterial in einem 7 1 -Doppelwand-Glasrundkolben Biorsaktor (Applikon 
Biotek, Kniillwald) kultiviert. Abluftkiililer, Beliiftungsrolir, pH-Elektrode (Conducta, Gerlingen), Temperaturfiihler, Ruhr- 
werk, Probenentnahmerohrsowie die Zufliisse fur Saure, Laugs und Medium werden bei diesem Bloreaktorsystenn 
durch Bolirungsn im Deckel von oben in den Kulturraum eingefiihrt. Die Kultivierung erfolgt bei 25°C und wird durch 

io ein entsprechend eingestelltes Wasserbad, welclies mit dem Doppelmantel verbunden ist, geregelt. Bel den Versuchs- 
■ durchgangon, dis mit pH-Ragalung durchgefQhrt werden, wird dieser durch die "ntrationseinheit konstant auf pH 5,8 
gehalten. Temperaturmessung und pH-Ragslung werden durch den Biocontrolier ADi 1030 (Applikon Biotek, Kniill- 
wald) gswahrlaistet. Die Riihrerdrehzahl kann durch den Motorregler AD1 1012 (Applikon Biotek, Kniillwald) variiert 
werden. Das Kulturmedlum wird konstant mit 1 bar Luft Ober eIn porbees EInblaselement beltiftet. Urn Kelmfreiheit im 

IS KulturgefaB zu gewahrleisten, werden alle Zu- und Abluftlettungen mit Steriifiitern (IWIdisart, 0,2 ^im; Sartorlus, Gottin- 
gen) versehen. Die Bioreaktorkultur wird in einem Kulturschrank mit Beleuchtung von derSeite (WelBllcht; Osram L 
40W/20; max. 100 ^mols-im-^) durchgefiihrt. Das Animpfen der Kulturen erfolgt mit 0,5 bis 1 g FG Pflanzenmaterial 
pro Liter Bioreaktorkultur unter sterilen Bedingungen. Das Probenentnahmerohr befindet sich auf Hohe des Riihrers, 
wodurch unter Ruhrert eirte gleichmaf3lge Probenentnahme gewahrlerstet wird. Kieine Probenmengen (< 1 00 ml) wer- 

20 den mit einer sterilen Sprttze uber einen Luer Lock-Anschlul3 genommen, fur die Entnahme groBer Probenvolumina 
wird bei^ieiweise eine Schlauchpumpe Typ 302/3A mit Kopf 501 Rl (Sartorius, Gottingen) verarendet. 
[00431 Durch die Zugabe von 5 mM Ammoniumtaitrat zum Knop-IVIedium werden Chloronemakuituren des Wildlyps 
erzeugt. 

[0044] Unter Anwesenheit des Stabilisators Polyvinylpyrrolidon (PVP) im Kultunnedium kann die Ausbeute an frel- 

25 gesetztem biologlsch aktiven heterologen Protein deutlich gesteigert werden. 

[0045] Die wahrend der Protonemaentwicklung stattfindende Differenzierung des Caulonemas kann durch exogene 
Zugabe von physio log ischen Auxinmengen induzlert und verstarkt werden, wobei Konzentrationen von z.B. 5 |imoi/i 
indol-3-essigsaure (lAA) geeignet sind. 

[0046] Fijr die FIQssigkultur von Transformanten unter Selektlonsdruck werden dem Knop-Medium 50 mg/l des An- 
30 tibiotikums G418 (Calbiochem, Bad Soden) zugegeben. Hierzu werden die Kutturen alle zehn Tags direkt vor dem 
Zerkleinern mit sterilen 100 [xm Sieben (Wilson Sieves, Nottingham, England) abflltriert und in mit Selekllonemedium 
gefiiilten Erienmeyerkolben iiberfOhrt. 

[0047] Fur Nahrsalzversuche wird das Knop-IVIedium Im Verhaltnis 1 :1 0 mit HgO verdunnt. 
35 Tranafonnation 

[0048] Als Transformatlonsmethode wird der PEG-vemiittelte direkte DNA-Transfer in Protoplasten nach Reutter 
und ReskI (a.a.O., 1996) gewahit. Bei jeder Transfomnation werden 50 ng Piasmid-DNA pro 3x10^ Protoplasten ein- 
gesetzt. Die Regeneration der Protoplasten und die Selektion auf stabile Transformanten erfolgt, sowelt nicht anders 
40 erwahnt, nach Reutter und Reski (a.a.O., 1996). 

Indirekte Immunfluoreszenz 

[0049] 

45 



Puffer 


MSB 


100 mM PIPES; 5-10 mlVI EQTA, 5 mM MgS04, pH 6,8 




F-MSB 


MSB +5% DMSO 




E-MSB 


MSB + 5% DMSO + 5% Nonldet 




W-MSB 


MSB 1:2 mit HgO verdunnt (Waschpuffer) 


Enzymldsung 




1% Cellulase, 1 % Pektinase, 2% Driselase in MSB, pH 
5,6 (alls Sigma, Delsenhofen) 



[0050] Zur Fixierung der Moosprotonemen werden diese in 1,25% Glutaraldehyd in F-MSB (v/V) fur maximal 10 
Minuten inkubiert und kurz in W-MSB gewaschen. AnschlieBend wird mit 2% Paraformaldehyd In MSB (v/v) fQr40 min 
inkubiert und 3x mit W-MSB gewaschen (1x spiiien; 2x 5 min waschen). 
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[0051] Die Redu ktion freier, nicht auswaschbarer Ald^yde erfolgt durch Zugabe von MSB und einer Spatelspitze 
festem Borhydrid mit einer Inkubationszeit von 10 min. Das Borhydrid wird durch drelmallges Waschen mit W-MSB 
entfernt. 

[0052] ImnachstenSchrittweixlendieZellwandedurchdieZugabederEnzymlosungfurlOmindurchlassiggemaoht. 
Die enzymatische Reaktion wird durdi eine pH-Anderurg (IVISB, pH 6,8) abgestoppt. Es wird emeut 3x mit W-IMSB 

gewaschen. 

[0053] Durch Inkubatlon mit einer DetergenzlosunguberelnenZeitraLm von 120 min werdenChlorophylleextrahlert. 
Die Losung wird durcin dreimaliges Waschen mit W-MSB wieder entfernt. 

[0054] NaciidieserVorbereitungkonnen die iVIoosprotonemen mitdem primaren Antik6rper(Anti-VEGF; 1/50 verd.) 
Inkubiert werden. Dies erfolgt fur 45 min bei 37°C. Nacli dreimaligem Wasctien mit W-MSBwird der markiertesekun- 
dare Antlkfirper (Anti-Kaninchen oder Anti-IWaus; 1/30 vord.; mit Fluorescelnisothlocyanat (FITC) (Molecular Probes, 
Leiden, Niederlande) markiert) fur45 min bei 37°C zugegeben. Zusatzlich zu dsn 3 Wasehsehritten wie oben, wird 
einmal mit W-MSB + 0,1 % Triton gewaschen. Anschliefiend werden die Protonamwi in W-MSB aufgenommen und 
mindestens iiber Nacht bei 4°C gelagert. 

[0055] Die Auswertung erfolgt mit Hilfe eines konfokalen Laserscanning-Mikroskc^s (CLSM) desTyps TCS 4D (Leica 
Lasertechnik, Heidelberg) und der Software Scanware 5,0 (Leica Laserteclinik, Heidelberg). 
[0056] Die Prober werden fur die Untersuchung mit dem CLSM auf einem Objekttrager in die "Mounting-solution" 
(Dabco, Sigma, Deisenhofen) gebracht. Die Anregung des an den sekundaren Antikorper gekoppelten Fluoreszenz- 
farbstoffes FiTC erfolgt mit Hilfe eines Argon-Krypton Lasers be! einer Wellenlange von 488 nm. Das FITC emittiert 
das Liclit mit einer Wellenlange von 528 nm. 



ELISA-Test 



[0057] Die qualitative und quantitative Bestimmung des in entsprecliend transfonnierten Moospflanzen geblldeten 
VEGF-Protelns im Kulturmedium erfolgt nach herkommlichen Verfahren miltels ELISA-Test unter Verwendung der 
oben beschriebenen Antikorper. Eine Menge von 200 ^.1 Kulturmedium wird direkt dem ELISA-Test zugefiiiirt. 



Funktionalitatstests 



[0058] Die Uberprijfung der biologischen Aktivitat cJes rekombinant gebildeten und aus dem Kulturmedium gewon- 
nenem VEGF erfolgt unter Anwendung des 'Mitogenic Assay' (Miyazono et al., Purificab'on and properties of an endo- 
thelial cell growth factor from human platelets, J. Biol. Chem., 262, S. 4098-4103 (1 987)) sowie des 'Day-13 chorio- 
allantoic-fnembrane anglogenesis Assay' (Wilting st al., A morphological study of the rabbit corneal assay, Anat. Em- 
bryol., 183, S. 1167-1174 (1991)). Zuvor wird das Kuftumriedium uttrafittriert, lyophillslert und anschlie3end in Puffer 
resjspendiert. Gewunsciitsnfalis kann ein weiterer Reinigungsschritt ubereine Katlonensaule erfolgen. 



Induktion des I'-Promotors 



[O059] Die Induziertiarkeit des 1 '-Promoters dun:h Auxin wird mit 5 |xmol/l lndol-3-essigsaure (lAA) getestet. 1 00 \il 
Protoplastenaliquots eines Transfomnationsansatzes mit pNA201 werden fiinf Tage nach der Transformation in die 
Vertiefungen einer 96-LDch-Mikrotiterplatte (Nunc, Wiesbaden) uberfuhrt. Die Protopiastensuspensionen werden mit 
lAA (Endkonz. = 5 jiM) fur fiinf Stunden inkubiert. Die Auswertung der Induktionsversuche erfolgt direkt im AnschluQ 
an die Inkubationszeit mit Hilfe des qualitativen ^Glucuronidase Nachweises. 



Qualitativer Nachweis der ^-Glucuronidase 



[0060] Die p-Glucuronldaseaktivitat wird mit eInem qualitativen Test bestimmt (A.R. Jefferson, Assaying chimeric 
genes in plants; The GUS gene fusfon system, Plant Mol. Rep,, 5, S, 387-405 (1987)). 



60 mM K3Fe(CN)B 50 mM NaaHP04 

50 mM K4Fe(CN)B 1 % (v/V) Triton X-1 00 

50 mM NaH2P04 10 mM EDTA, pH 7,0 

4mg/ml PVP (MG 10000) 

12,5 mg 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronic-acid (Biomol, Hamburg) gelost in 250 |j,l N, 
N-Dimethylformamid / 50 ml Substratpuffer 
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[0061] Moosptxjtonemen und -protoplasten in Knop- bzw. Rsgenerationsmedium werden in giefcliem Volumen Far- 
bsiosung bei 37°C bis zu 72 Stunden inltubiert und direld Im AnschluB unter Verwendung eines IWikroskops ausgs- 
wertet. 

5 Ergebnisse 

Homogenitat der Bioreaktor-Kultur - Probenentnahme 

[0062] Bei Zellltulturen ist eine standardisierte Probenentnahme nur aus homogenen Kulturen gewahrlelstet. Das 
10 Wachstum des Protonemas zu langen Zellfadan fiiiirt nach iangerer Kulturdauer haufig zu Zellaggregaten und somit 
zur inliomogenen Vertellung des PflanzGnmaterials in dsn Fiiisslgltuituren. Zur Vermeldung dieser Aggrsgatbildung 
wird in bastimmten Zeltlntervallen - im Bioreaittor ab Tag 1 0 aiie zwei Tags und in der Sclitlttelituitur alie 12 Tage - eina 
Zarkieinsrung der Protonemen durch Verwendung von Ruhrern/Homogenisatoren mit tiohen Umdrehungszaiilen er- 
reiclit. Urn kontlnuierliche Bedingungen im Bioreaktorbei gleichzeltigstandardlslerter Probenentnalime auch iiberetne 
'5 lange Kulturdauer zu ernnoglichen, empfiehit sich die ModPfikation eines Turbinenriihrers mit drel RDhrblattern durcii 
Umfunktionieren der RCitirblattrander mittels Anschleifen zu Scherblattern. Hiendurch ist es moglich, durcli standiges 
■Ruhren" mit 300 - 600 rpm homogene Bioreaktorkulluren zu fahren. 

[0063] Die Enlwicklung der Biomasse (in TG [mg/l]) in.einem Zeitraum von 35 Tagen (840 h) bei 500 rpm ist in den 
Kontrollkulturen mit dem Turbinenrulirer die gieiclie wis in Bioreaktorkulturen, die mit dem Scherblattriihrer geriihrt 
20 wurden. 

[P064] Die Homogenltat der Kulturen wird durch den Vergleich von jeweiis sechs parallelen Probeentnahmen beur- 
teilt. Ate Vergleichsparameterwird das Trockengewicht von Pflanzenmateriai aus 100 ml Pr(*envolumen bestimmt. 
Bel Verwendung eines unveranderten TuttolnenrQhrers nimmt die Standard^weichung mit dem /imstleg der Konzen- 
tration der Biomasse zu. Das Riihren mit ti&n ScherblattrQhrer hat zur Folge, daB die Slandardabwelchungen der 
2S Probenentnahmen glelch gering bleiben. Dies iai3t den SchluB zu, da3 mit dem modifizisrten RQhrer Qber einen Zeit- 
raum von 35 Tagen eine gleichmaBig homogene Kultur erhaiten werden kann. 

Unlersuchungen zur Induzierbarkeit des I'-Promotors 

30 [0065] In dem Plasmid pNA201 liegt der V-Promotor als Kontrollelement vor dem gire-Gen. Fur Induzierungsversu- 
che im Moos ist der bekannte |3-Glucuronicfase-Tesl als Expresslonsnachweis geeignet. In Versuchen mit transgenem 
Tabak wird beobachtet, daB der 1 '-Promotor in Gewebe mit hohem Auxingehalt zur Expression der p-Giucuronldase 
fiihrt, weshaibfiSrdiesen Promotoreine Auxinabhangigkeit vermutet wird. Die Induzierbarkeitdes T-Promotors durch 
Auxin In Physcomltrella patens wird in transient tranformiertan Protoplasten untersucht. 

35 [0066] Die Transfomnationsansatze werden mit (5 h) und ohne Inkubation mit 5 lndnl-3-easigsaure (lAA) dem 
P-Glucuronidase-Test unterzogen. In den Kontrollen ohne Zugabe von lAA werden bei der mikroskopischen Auswer- 
tung In keinem Ansatz blaue Protoplasten gefunden. Die Auswertung der Protoplaten, die mit Auxin Inkublert werden, 
ergibt dagegen den Nachweis der Expression des gus-Gens. Anhand der blauen Protoplasten wird eine Transtorma- 
tionsrate von 3x1 0-+ erzielt. Dies ist ein deutlicher Hinweis auf die Iriduzietbarkeit des I'-Promotors in transient trans- 
formlerten Moosprotoplasten durch das Pflanzenhomnon Auxin. 

Erstellung der Vektoren fQr die VEGF-Transfonnationen 

[0067] Fur die Transfomiationen der cDNA des VEGF^j, ohne Leadersequenz, im weiteren VEGFC genannt, und 
4S der cDNA des VEGF^ai mit Leadersequenz, im weiteren VEGFP genannt, in Physcomltrella ist es notwendig, die 
Sequenzen zwischen eine fur Pflanzen geelgnete Promotor/Terminierungs-Einheit zu klonieren. Hierftir werden der 
35S CaMV-Promotor und das dazugehdrige Polyadenylierungssignal gewahit. Die entsprechend vorbereiteten cD- 
NA-Sequenzen des VEGF werden in die Sma I Restriktionssohnittstelle der multiplen Klonierungsstelle des Vektors 
pRTIOI kloniert. 

so {0068] Mit einem aus dem Endbereit* des 35S-Promotors abgeleiteten Primer werden die entstandsnen Vektoren 
(pRTIdVEGFC 3 und VEGFP 21) sequenziert und die korrekle Integration zwischen Promotor und Polyadenylie- 
mngsstelle OberprOft. 

[0069] Die entstandenen Kassetten werden mit dem Restriktionsenzym Hin dill herausgeschnltten und in den el- 
gentiichen TransformationsvektorpRT99 in die Hin dill Schnittstelle kloniert (pRT99VEGFC 3 und VEGFP 21). Die 
S5 Orientierung der Kassetten zur NPTII-Kassette kann iJber eine Restriktion mit Sma I und H;nc II ermittelt werden. Bei 
einer Promotor zu Polyadenylierungssignal-Orientierung erhaltman ein 5250 (VEGFC) bzw. 5380 bp (VEGFP) groBes 
Fragment, bei umgekehrterOrienlierung ein 1100 (V£GFC)/1230 (VEGFP) sowie ein 4150 bp (VEGFC und P) groBes 
Fragment. Die Restriktionsanalysen lassen nur ein 5250/5380 bp-Fragment erkennen, der Einbau derVEGFC/P-Kas- 
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setten Istsomlt In Promotorzu Polyadenyllerungsslgrtal- Orientierung zum nptll-Gen ties pHT99 erfolgt. 

VEGFC-TransformatiQnen in Physcomitrella 

5 [0070] Die absolute Transformations rate fiir die Transformation des VEGFC-KonstruItt in Wildtyp-Protoplasten be- 
tragt ba Itonstanter Stabilitat derTransformanten nacfi mefirfachem Wechsel von Knopmedium zu Selel<tlonsmedium 
0,5x1 0-s. 

Nachweis der Integration des transfomnierten Plasm ids 

[0071 ] Der Nachweis der erfolgten Integration ins pflanzllche Genom wird unter Anwendung der Southern-Hybrldi- 
sierung srbracht. 

Als Sonden wsrden einerssits ein Nco l-Fragment des npf li-Gens aus pRT99 und andererseits ein Nde l/Sa/ 1- Fragment 

des VEGFC aus pCYTEXP^VEGFiai verwendet. 
IS [0072] Die in der ungespaltenen Gesamt-DNA der Transformanten detektierten Signals belegen die srfoigreiche 

Integration der Plasmid-DNA in das pflanzllche Genom. Der Erhall der gesamten 3SS-VEGFC-PolyA-Kassette aucfi 

nach der Integration wIrd durch die Restriktlon mit HIn dill untersucht. fVlit diesem Restnktionsenzym wird, sofern die 
: Kassette bel der Integration Intaktgeblleben 1st, ein 1100 bp groUes Fragment aus der Gesamt-DNA herausgespalten. 

[0073] Das Hybridisierungsmuster mit der VEGFC-Sonde zeigt fur alle Transformanten ein Fragment von 1100 bp. 
20 Damit wird der Nachweis der Integration der vollstandigen VEGFC-Expreaslonseinheit, die Voraussetzung fiir die kor- 

rslde Transkription und Expression des VEGF121 im Moos ist, erbracht. 

Nachweis derTranskrIption der heterologen Gene 

25 [0074] Die Transkripte der heterologen Gene VEGFC und NPTI I aus den Transformanten werden mit dem nichtra- 
dioaktiven DIG-Detektlonssystem unter Venwendung der VEGF- und der NPT ll-Sonden nachgewiesen. Die GroBen 
fQr die im Fluorogramm detektierten Transkripte liegen mit 760 Nukleotiden fur das VEGFC-Transkript und 1100 Nu- 
kleotiden fur das Ni=T ll-Transkript in der jeweils erwarteten GrofSenordnung. In der WT-Konlrolle wird enwartungsge- 
maB kelnea derbeiden heterologen Transkripte detektiert. 

30 

Analyse derTransformanten mit humanem Transitpeptid 

[0075] Mit dem PEG-vermlttelten DNA-Transfer von 50 pRT99P 21 Plasmid-DNA pro Transformationsansatz 
werden Transformanten er7eugt, die auf Setektionsmedlum dauerhaftstabilsind. Daraus ergibt sich ein e stabile Trans- 
35 formatlonsrate von 3,3x1 0-s. 

Nachweis der Integration des transfomiierten Plasmids 

[0076] Der Nachweis der Integration fiir die zuvor beschriebenen Transformanten mit Transitpeptid wird wie oben 
dargelegt mit dem Vertahren der Southern-Hybridlsierung unter Verwendung der beschriebenen Sonden erbracht und 
die Hybrrdisierung von mit Hin dill gespaltener Gesamt-DNA mit der VEGF-Sonde laffl ein 1230 bp groBes Fragment 
erkennen: der Nachweis der Vollstandigkeit der integrierten 35S-VEGFP-PolyA-Kassetle. 

Nachweis derTranskrIption der heterologen Gene 

45 

[0077] Mit dem oben dargelegten Vertahren konnen sowohl NPTII- als auch VEGFP-Transkripte nachgewiesen wer- 
den. 

Nachweis des humanen VEGF ji n in transgenen Mooszeilen mit dem Konfokalen Laserscanning MIkroskop 

30 

[0078] Bei dleser Methode wird das zu untersuchende Protein direkt in fixierten Zellen markiert. Die Auswsrtung 
erfolgt mit dem Konfokalen Laserscanning MIkroskop, mit welchem ein verbesseites Auflosungsvermogen als mit dem 
nomialen LIchtmlkroskop erzielt wird. 

[0079] In den VEGFC-Transformanten sollte das rekomblnante VEGF^2r''™t^'"> wenn es in den Mooszellen nach- 
5s welsbar Ist, Im Cytoplasms akkumulieren. In den VEGFP-Transfonnanten sollte es im ER-System nachzuwelsen sein, 
wenn das Transitpeptid als Signal tm Moos funktlonlert. 

[0080] Mit der Methods der indirekten Immunfluoreszenz und einer computergestutzten Auswsrtung mit dem Kon- 
fokalen Laseiscanning Mikroskop ist es gelungen, die Expression des humanen VEGF121 in transgenen IWIooszellen 
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nachzuweisen. DaruberhinauswirdgezGigt, daBmltdemdazugehorigenhumandnTransitpeptid derVEGF^2i intrans- 
genom Moos erfoigreich in das endoplasmatische Rstikulum transportiert wird. 

Untersuchung des Vorhandensans von VEGF im Kulturmedium 

[0081] Ein Aliquot des Kulturmediums in G^enwart von PVP mit einem Volumen von 200 (il wird mtttels ELISA-Test 
untersucht und zeigt, da^ die mit der Expressionskassette einschlieSlich Transitpeptid-kodierenderSequenz transfor- 
mlerten Moospflanzen In der Lage sind, VEGF In das Medium frelzusetzen. Die poeitlven Ergebnlsse lassen auf eIn 
funktjonelles VEGF-Protein schlieGen. 

10 

Untersuchung der biologischen Aktivitat 

[0082] Belde zur Uberprufung der biologischen Aktivitat des in das Kulturmedium freigesatzten VEGF-Proteins ein- 
gesetzten Tests llefern poslflve Resultate und belegen, daB erfindungsgemaB hergestelltes VEGF aus dem Kulturme- 
is dium mit der erwunschten biologischen Aktivitat gewonnen werden kann. 



Patentanspruche 

20 1 . Verfahren zur Hersteilung heterologerproteinoser Substanzen In pf lanzlichen MatGhalion, dadurch gekennzelcli- 
net, daB als pflanzliches Material Protonema-Moosgewcbe verwendet wird und die Gewinnung der hergestellten 
proteinds^ Substanzen aus dem Kulturmedium ohneAufbrechen derproduzierenden Gewebe oderZellen erfolgt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzelcl^net, daB die In das Kultumnedium f reigesetzte proteinose Sub- 
25 stanz blologisch a!<tiv 1st. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daS ein Kulturmedium verwendet wird, welches 
frei vonZuckern, Vttaminen und Phylohormonen bzw. runktionellen Fragmenlen derselben Isl. 

30 4. Verfahren nach einem dsr Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Moosgewebe ausgewahit wird 
aus der Gruppe bestehend aus Laubmoosen und Lebermoosen. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi das Moosgewebe aus Laubmoosen aus der Gruppe 
bestehend aus Physcomitrella, Funaria, Sphagnum und Ceratodon ausgewahit wird. 

35 

6. Verfahren nacii Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Moosgewebe aus Lebermoosen aus der Gruppe 
bestehend aue Marchantia und Sphaerocarpos ausgewahit wird. 



1. A method for the production of heterologous proteinaceous substances in plant material, characterized in that 
protonema moss tissue is used as plant material and that the proteinaceous substances produced are obtained 
from the culture medium without disrupting the producing tissues or ceils. 

2. The method according to claim 1 , characterized In that the proteinaceous substance released Into the culture 
medium is biologically active. 

3. The method according to claim 1 or 2, characterized In that a culture medium Is used which Is free from sugars, 
so Mtamins and phytohormones orfunctional fragments thereof. 

4. The method according to any of claims 1 to 3, characterized In that the moss tissue Is selected from the group 
of the mosses including liverworts. 

5. The method according to claim 4, characterized in that the moss tissue is selected from mosses of the group 
consisting of Physcomitrella, Funaria, Sphagnum and Csratodon. 

6. The method according to claim 4, characterized in that the moss tissue is selected from liverworts of the group 
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consisting of Marchantia and Sphaerocaipos. 



Revendications 

1 . Procede de production de sulistances proteiques heterologues dans des materiaux vegetaux, caracterise en ce 
que Ton utilise des tissus de protonema de bryopliytes en tant que materiau vegetal et en ce que I'obtentlon des 
. substances proteiques fabriqu^es ee fait ^ partir du mlileu de culture sans rupture des tissus ou des cellules 
productrices. 

10 

2. Proc^d sslon la revendicatlon 1 , caractarlse en co qua la substance protdlque libdrde dans le milieu de culture 
est biologiqgement active. 

3. ProcedS selon la revendication 1 ou 2, caracterlse en ce que I'on utilise un milieu de culture qui est exempt de 
'5 sucres, de vitamines et de phytohormones ou de fragments fonctionnels de ces dernleres. 

4. ProcedG selon I'une des revendications 1 k 3, caracterlse en ce que le ttssu de bryophyte est s6lectionn6 parmi 
le groupe se composant des mousses et des hepatlques. 

20 5. Proc6d6 selon fa revendication 4, caracterlse en ce que le tissu de bryophyte est selectionne parmi les mousses 
du groupe se composant de physcomitrella, Funaria, Sphagnum et Ceratodon. 

6. Proo^dS selon la revendication 4, caracterlse en ce que letlssu de bryophyte est selectionne panni les hepatlques 
du groupe se composant de Marchantia et Sphaemcarpos. 

23 
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